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1緒 論
食用 タ ー ル系 色素 どしては,ア ゾ,キ サ ンテ ン,ピ ラ ゾ ロンお よび トリフェニ ール メ タン色 素 が主
として利 用 され て い る。 ところ で ・これ らの色 素 は脱 水 素酵 素や 消化 酵 素 を阻 害す るほか,ヒ トお よ
びウ シ血 清 アル ブ ミン,ヒ トグ ロフ リン そ の他の タンパ ク質 と結 合 し,食 品学 の 面で はオ ボ アル ブ ミ
ンお よび グ ロブ リン,組 織 染色 の面 では 胸腺 ピス トン,エ ラス チ ンな ど との 結合 が知 られ て い るoそ
こで,こ れ らの 色素 を摂 取 し た場合,酵 素 活 性 に影 響 を与 え るほか,血 清 アル ブ ミンな ど との結 合は
体内 にお け る滞 留つ ま り排 泄 の良 否 とも関係す る こ とが考 え られ る。 しか し,現 在 までの 研 究で は,
あ る特 定 の タ ンパ ク質 と1種 また は数種 の色 素 と の結合 を結合 の 可否 の 面 よ り論 じた もの が多 く,結
合 を 色素 の 化学 構造 との関連 で検 討す るには 不十 分 な 点が 多 い。
そ こで,本 研 究で は組 織 的 に食用 お よび関 連色 素 を取 り上 げ,色 素 とタ ンパ ク質 の 結合 を数値 的に
求 め,得 られ 云ンくラメー ター を主体 に他 に若干 の解 析 を加 え て色 素の化 学構 造 と結合 能お よび結合 の
機構,得 られ たパ ラ メー ター と有害 性 の 関係 な どを知 る目的 で検討 を行 っ た。 この ほ か関 連 問題 とし
て,色 素 一 タ ンパ ク質 複合 体 形成 の前後 に おけ るタ ンパ ク質 の構 造 の問 題,メ タク ロマ ジ ー現 象 の
機 構,複 合 体 形 成 に伴 う耐光 性 お よび 退色 の 問 題 な ども検 討 した。 また タ ンパ ク 質は 主 として ウシ血
清アル ブ ミソ を用 いた が,他 に数種 の タ ンパ ク質 につ いて も色素 結合 を検討 した。
丑 ア ゾ 色 素 と タ ン パ ク 質 の 結 合
1.結 合 の様式 使用 した ア ゾ色素 はス ル ホ ン基 を有 す る酸性 色 素(図1)で,タ ンパ ク質 と
の間 で塩 結合 に入 る。 これ に対応す るウ シ血 清ア ル ブ ミン(BSA)上 の 陽荷 電基 と して は ヒスチ ジ
ン残 基 のイ ミダ ゾール 基,リ ジ ン 残基 の ε一 ア ミノ基お よび アル ギ ニ ン残基 の グ アニ ジル基 が 挙げ ら
れるが,グ アニ ジル 基 は 結合 に 関与 しない と推定 され た(図2)Qし か し,グ ア ニジル 基 の みが 陽荷
電す るpH12で も数 種 の 色素 で 結合が み られ,こ の 結 合 は 色素 の化 学 構造 か らみ て疎 水結合 に よ る
と推定 された。 この 点につ い ては,ア ゾ 色素 一 タ ンパ ク質 系 と ア ゾ色 素 一 有機 溶 媒系 の差 スペ ク ト
ル を対 比す る こ とに よ って も確 かめ た。 また 塩結 合が 結合 に関与 す るpH10以 下 の 結果 か ら,疎 水
結合 も結 合 に関与 す る ことが わか っ たが,エ タノ ー ル添 加 によ る結 合 阻 害の 面か ら,色 素 に よっ て疎
水結 合 寄与 の度合 に差 のあ る こ とが わ か った。
2.結 合 の 自由エ ネル ギー と最大 結合 数BSAに 対 す る第一 結合 色 素の 結合 の 自由エ ネル ギ
ー(∠G)お よび最大 結合 数 を表1に 示 した。 結合 の4Gと 色素 の 化学 構 造 との間係 は
,1)一 方 の
芳香 環 が疎 水 性 の 色素 では 塩,疎 水 両 結合が 協同 して働 き強 い結 合 に入 る。2)両 方 の芳香 環 にスル
ホ ン基 を有 し塩 結合 に 依存 が強 い 色 素 では結 合 は1)の 色素 よ り弱い。 最 大結 合 数 と色 素 の化 学構造
との関係 は,1)一 方 の芳 香 環 が疎 水性 の場合 は 結合 数が 多い。 しか し,側 鎖 メチ ル基 の数 は結 合数




pH7の 結 果 と有 害性 の研 究 に基づ い て 使用禁 止 とな っ た現 状 とを 対比 したの が 表2で あ る。 この結
果,1)結 合 め4Gと 有 害性 との間 に は よい 相 関は み られ な いが,使 用禁 止 とな った 色素 の 結合 の
4Gは 一 般 に高 い。2)最 大 結 合 数 と有害 性 は よい 相関 を示 し,結 合 数 の多 い もの は使用 禁止 とな っ
てい る。 つ ま りBSAに 対 して 最大 結合 数6以 下 の色 素が 国 の 内外で 許可 され,10以 上 の もの は使
用禁止 とな って い る。
4,色 素 結合 によ るタ ンパ ク 質 の 構造変 化 ア ゾ色素 はBSAと 結 合 してBSAを 変 性 させ る
(図3)。 しか し,変 性 の度合 は色 素 に よ って異 な り,結 合 に際 して塩 結合 お よ び疎 水 結合 の 両者 に
依存 の高 い色 素 は,塩 結 合に 依 存 の 高い 色素 よ りも変性 力 が 強い。
また,ア ゾ色 素 はBSAに 複 数結合 す るが,結 合 数 の増 加 と と もに 構 造変 化 は進 む と推 定 さ れ た
(図4)。 さ らに 他 の変性 剤(尿 素)で 変 性 させ たBSAに 対 す るア ゾ色素 の結 合 を み る と,モ ノ「7
一で著 し く結合 が促 進 され た(図5)。
5.結 合 の順 序 と結合 の 自由エ ネ ルギ ー この 関係 は 図6に 示 した よ うに2つ の形 に分 かれ た・
第1群 は 色素 が 数個 結合 す るま では 結合 の 」Gが 大 き く変bな い場 合 で,こ れ らの色 素 は分 子 内に 大
きな 疎 水性 部位 を有 す る。 第2群 は 結合 数の 増加 とと もに 結合 の 」Gが 低下 す る場 合 で,こ れ らの 色
素は 結合 に際 して 塩 結合 依 存 の 度合 が高 いQ
6.メ タ クロ マ ジー 発 現の 機 構 ア ゾ色素 一 タ ンパ ク質 複合 体 の形 成 に よって メタク ロマ ジ ー
が示 され,ま た 図7の よ うに メタク ロマ ジー の程 度 は 色素 に よって 強 弱2群 に分 れ た。 しか し,こ れ
が結合 の 難易 と必ず しも一 致 しなか った ため,メ タ ク ロマジ ー発現 の 機 構 を検討 した。 この 結果3つ
の要 因か らな る ことが わか った。1)使 用 色素 の 多 くは ダィ マー,モ ノ マー の 平衡 状 態 で存 在 し,結
合 は モ ノマ ーで お こるため ダイ マー の 減少,遊 離,結 合 モ ノマ ーの 増加 で吸 収 は長波 長測 に シ フ トす
る。2)結 合 した 色素 モ ノマ ー のス ル ホ ン基 が 塩結 合に 入 る と水 酸基 の解 離が 促 進 されキ ノイ ド構 造
を と り易 くな り,こ の結 果変 色 がお こる。 しか し両側 鎖 がOrtho一 の 関係 に あ る と効 果が 大 ぎい が ・
スル ホ ン基 が よ り離 れて 存在 す る と この効果 は小 さ くな る。3)疎 水結 合 の形 成 に よ り変 色 す る。 し
か し,前 二 者に 較 べ る と変 色 効果 は小 さい・
7・ ウ シ血 清 アル ブ ミン以外 の タ ソパ ク 質 との結合BSA同 様 ヒ ト血清 アル ブ ミン はア ゾ色
素 と の結合 は よいが,オ ボアル ブ ミソ,ヵ ゼ ィ ン,細 菌α一 ア ミラーゼ,ペ プ シ ン,ト リプ シ ン ・キ
モ トリプ シソで は一 部の 色素 で のみ 結合 を示 し,タ ンパ ク質 に よって 結合 に 難易 があ っ た。
皿 キ サ ン テ ン 色 素 と タ ン パ ク 質 の 結 合
キ サ ンテ ソ色 素 と して 図8に 示 したハ ロゲ ン置 換体4種 につ き,主 と して結 合 に 対す るハ ロゲ ソの
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効果 をHに 準 じて 検討 した0
1.結 合の様 式 お よび メタ ク ロマ ジー キサ ンテ ン色素 とタ ンパ ク 質 の結合 には ・塩 結合 とと
もに,側 鎖 ハ ロゲ ンと タ ンパ ク質 上 の 疎 水 基 との 結合 が 関与 し ・特 に テ トラ ク ロール を有す る 色素 で
は,後 者 の結合 の 寄与 が 大 きい ことが 明 らか にな った。 また テ トラ ク ロール を欠 く色素 の場合 は 塩 結
合 依存 の 度合 が 増 し,こ の 力の 協 力が な くて は殆 ん ど結 含が で きなか った(図9)。 そ れ故,ア ゾ色
素 の場 合 と同様 アルギ ニン 残基 の グ アニ ジル 基 は結 合 に 関与 しな い と推定 された。 しか し,グ ァニ ジ
ル基 以 外 の陽荷 電基 の存 在 下 では,結 合 に 強弱 の差 はあ って もいつ れ の 色素 も2つ の 力 が協 同 し て働
く。 この事 実 は,キ サ ンテ ン色 素 一 タ ンパ ク質 系 とキサ ソ テ ン色素 一 有 機溶 媒 系 また はキ サ ンテ ン
色素バ リウ ム塩 の差 スペ ク トル の 対比 か ら もこれ を確 か め たが,メ タ ク ロマ ジー も塩 結 合お よび 側 鎖
ハ ロゲ ン とタ ンパ ク 質上 の 疎水 基 間 の結合 の結果 お こる。
また,キ サ ンテ ン色素 の 結合 にタ ンパ ク質 上 の疎 水基 が重 要 であ るこ とがわ か ったの で,有 機 溶 媒
(含水 ブ タ ノール お よびn一 オ ク タ ノール)に 対 す る親 和 性 を分 配 係数 の 点で 検 討 した(図10)。
この結 果,短 い 炭 素 鎖(ブ タ ノール)に 対 して は ヨー ド置換体 はブ ロー ム置換 体 よ り親和 性 が 高 く,
より長い 炭 素鎖(n一 オ ク タノ ール)に 対 して はテ トラ ク ロール 附 加の 寄 与が み られ た。 またBSA
に対 す るキ サ ン テン 色 素の最 大 結合 数 はn一 オ ク タノ ール に対 す る分 配 の傾 向 に近 か った。 さ らにエ
タノ ール 添加 に よる結合 阻害 の結果 か ら,結 合 に際 して 疎 水基 依 存 の 高い テ トラク ロール 置 換体 で 阻
害 の度合 が大 きか った(図11)。 、
2.結 合 の 自由エネ ル ギ ー と最大 結 合数 結 合 の4Gは 多 くは 一7,000～ 一8,000カ ロ リー
台 に あ って ア ゾ色 素 よ り強 い結 合に 入 っ た。 また結合 に対 す るハ ロゲ ンの効 果 をみ ると,テ トラ クβ
一ル の 附加 は結 合 の 」Gを 低 下 させ るが最 大 結合 数を 増 した。 さ らに色 素 を ヨー ドまたは ブ ロー ム置
換 体 でみ ると,前 者 で最 大 結合 数 が多か った(表3)。 つ ま りハ ロゲ ン の種 類 に よる結合 に対 す る効
果 は結 合サ イ トの 決定 に 重要 で,こ の 効果 は1>Br>Clの 順 で,原 子 半径 の 大 きい もの程 こ の効果
が あ ったQ
3.色 素結合 に よるタ ンパ ク質 の構 造変 化 この関 係 は テ トラ ク ロール を欠 き結合 が 塩結合 お
よび側 鎖ハ ロゲ ン と疎 水 基 間 の結合 が 協 同 して 働 く色素 で 強 く,後 者 の結合 力 が主 に働 くテ トラ クロ
ール 置 換体 で 弱か っ た。 これ は2つ の力 が 協同 して 働 く場 合 に変 性力 が 強 い ア ゾ色素 の 結果 と類 似 し
てい たQ
4.結 合 の順 序 と結 合 の 自由エネ ル ギ ー テ トラ クロー ル 置 換体 で は第3結 合 色素(pH5.2)
まで は結 合 の 」Gに 大 差 がみ られ ない か また は 差が小 さか っ た。 しか し,こ れ を 欠 く色素 で は結合 数
の増 力吐 と もに 結 合 の 」Gは 大 き く減少 し,塩 結 合 依存 の 度合 の強 い こ とを示 し為 また前者 で は,
結合数 の増 加 と ともに一度 低 下 した結合 の4Gが 再 び上 昇 す る点 が み られ た(図12)。 これ は タ ン
パ ク 質が 色 素 の 結合 に よって 誘導 的 に構造 変 化 を きた し,こ の結 果 内部 に存 在 した疎 水基 が 色素 と結
一17一
合 可 能に な っ たた め と考 え られ る。
5.色 素 一 タ ンパ ク質複合 体 形 成 と耐 光性 キ サ ンテ ン 色素 は,色 素単 独で は,ブ ロー ム置
換体 は ヨー ド置 換体 よ り耐 光性 が あ るが 全般 的 に は 耐光 匪 は よ くない 。 と ころが,タ ンパ ク質 と複合
体 を形 成す る と ・色素 の 耐光 性 が 増加 し脱ハ ロゲ ン作 用が 妨 げ られ る こ とが わか った(図13)。
6.ウ シ血 清アル ブ ミン 以外 の タ ンパ ク質 との結合 オボ ァル ブ ミン,カ ゼ イ ン,イ ン ゲ ソ豆
ファゼ オ リン,ト リプ シン,細 菌 α一 ア ミラ ーゼ な ど との結合 を検討 したが,タ ンパ ク 質 に よっ て可
成 り差 異が み られ た。
IVピ ラ ゾ ロ ン お よ び ト リ フ ェ ニ ー ル メ タ ン 色 素 と タ ン パ ク 質 の 結 合
ピ ラ ゾ ロン 色素2種,ト リフ ェ ニール メタ ン色蚕5種(図14)に つ いてHに 準 じて検 討 を行 った。
1.結 合 の 様 式 タ ンパ ク 質に対 す る両 系統 の 色素 の結合 は塩 結 合お よび疎 水結 合 に よ るが,
アル ギ ニ ン残基 のグク ニ ジル 基 は他 の 色素 の場 合 と同様 塩 結合 に 関与 しない。 またBSAはpH7～
9の 間で 構造 変化 を す る こ とが知 られて い るが,ト リフェ ニ ール メ タ ン色 素の一 部は この 変化 に 対応
して 結 合数 を増 した(図15)。 この よ うな事 実 はBSAに 関 して は他 の 色素 で はみ られ なか った。
2.結 合 の 自由エ ネ ルギ ー と最大 結合 数 お よび有 害 性 との 関係 結 合 の 」Gは 多 くは 一6,000
ヵβ リー台 に あ った。 これ はキ サ ンテ ン色 素 よ り低 いが,ア ゾ色素 とは大 差 な いか僅 か に 低 い 程度 で
あ った。 最大 結合 数 は1～20の 間 にあ り,一 部 の 色素 で は上 記1の 理 由でpH8.9で 大 きな値 を示
した(表4)。 また ト リフェ ニ ール メ タ ン色 素は フェニ ール 基 上 の側 鎖 の有 無,種 類,位 置 な どが僅
か に異 な るのみ であ るが,こ の 差異 が タ ンパ ク質 との結合 特に結合 サ イ トの決定 に重要 な 役 割 を示 し
た。 またア ゾ色素 の 場合 と同 様,最 大 結合 数の 多い 色 素 は食用 と して 望 ま し くな い。
3,色 素 結 合 に よ るタ ンパ ク質 の 構造 変 化 両 系統の 色素 はBSAそ の 他の タ ンパ ク質 と結合
して 構 造変化 をお こす と推 定 され た。
4.メ タ クロマ ジ ーお よび退 色 メタ ク ロマ ジー は ダイマ ー を形 成す るア シ ドパ イ オ レ ッ トを
除 く と弱 く,僅 か に 変色 を示す 色素 の 場 合 は疎 水 結合 に依 存す る と推 定 された。
また,ト リフェニ ール メタ ン 色素 は 塩基 性域 で 退 色 を示す が,タ ンパ ク質 との複合 体 の 形成 に よっ
て一 部 の 色素 は 中性域 で も退 色 した。 この退色 は 色素 の フェ ニール 基上 の側 鎖 の 状態 に よって 異 な る
ため,中 心炭 素 に対 す る水 酸基b附 加 の難易 に原 因が あ り,複 合 体 形 成 に よる退 色 の促 進 は 水酸 基の
附加 が 容易 に なる ため と考 え た。
5.ウ シ血 清 アル ブ ミン以 外 のタ ンパ ク質 との 結 合 トリフェ ニ ール メ タ ン色素 は ヒ ト血 清 ア
ル ブ ミン,ト リプ シ ン,キ モ トリプ シ ン,細 菌α 一 ア ミラ ーゼ と結 合 す るが,色 素 に よって 結合 に強
弱があ った。 またオ ボ ァル ブ ミン とは一 部の 色素 での み 結合がみ られ た。
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V結 論
1)使 用 色 素 はすべ て酸 性色 素 で,タ ンパ ク質上 の 陽 荷電 基 と結合 に入 るが,ア ル ギ ニ ン残基 の グ
アニ ジル基 は塩 結合 に関与 しな い。 また結 合 に際 してタ ンパ ク 質上 の 疎 水基 も重要 で,タ ンパ ク 質の
荷 電 状態 に よ っては,一 部 の 色素 で は この 疎 水部 位だ けで も結合 可 能 であ っ た・ さ らに 色素 の結合 は
タンパ ク質 の荷 電状 態だ け で な く,こ れ に起 因す るタ ンパ ク 質 の構 造 変化,或 い は タ ソパ ク 質の会合
に よって も影響 を受 け た。 また タ ンパ ク質 の種 類 に よ って も結合 に 大 き な差 異が み ら れた 。
2)使 用 色素 は 系統 別 にそれ ぞれ 類似 の 骨賂 構造 を もち,水 酸基,ス ル ポ ソ基,メ チル 基 そ の他 の
基の数 や位 置,ハ ロゲンの 種 類や 数 の 蟄 こよ って 色 の変 化 を 出 して い るが,こ の僅 か な差 異が タンパ
ク質 との結 合 特 に結 合 サイ トの 決定 に大 きな影 響 を与 え る ことを 明 らか に した。
3)ア ゾ,ピ ラゾ ロン お よび ト リフ ェニ ール メタ ソ色 素で は,有 害性 とウシ血 清 ア ル プ ミソに対 す
る最大 結合 数 との間に よい 相関 があ り,結 合 数 の多 い色 素 は 食用 と して 望 ま しくな く,結 合 数 の多い
理由 は上 記 の関 係 か ら化 学 構造 上推 定 で き る よ うに な っ た0
4)結 合 の 自由エ ネ ルギ ーは塩 結合 お よび 疎 水結合 を含 めた フ ァ ソデル ワール ス カ な ど2つ の力 が
協 同 して 働 く場合 に 高 く,1つ の 力が 主 で他 の 力が従 的 な場合 に 低か った。 また 複合体 形 成 に伴 うタ
ンパ ク質 の構 造 変化 も,前 者 で強 く後 者 で弱 か った。
5)メ タ ク ロマ ジ ーが 生成 す る一 因 として,ダ イ マ ー,モ ノマ ー の平 衡状 態 に あ る色 素 では,タ ン
パ ク質:との 結合 が モ ノマ ー でお こ るため,ダ イ マ ー が 減少 しモ ノマ ーが 増加 す る こ とを 新 しく推 定 し
た。 このほか 塩結合,疎 水 結合,ハ ロゲ ン ー 疎 水基 間 の結 合 な どに よる電 子 の状 態 変 化に 伴 う吸収
スペ ク トル の変 化 に よっ て も メタク ロマジ ーが 生成す る。
また タンパ ク 質 と複合 体 を形 成す る こ とに よっ て,色 素 の耐 光性 が 増 加す る場合 や,退 色 が促 進 さ
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は,食 用 色素 と して主に 使 用 され てい る ア ゾ,キ サ ンテ ン,ピ ラ ゾ ロ ンお よび トリフ ェニー
ル メタ ン系色 素 につ い て,血 清 アルブ ミン な どの蛋 白質 との結 合 反応 の性質 を詳 細に検 討 し,食 用 色
素 の化学 構造 と蛋 白質 結合 との関 連 性,ひ いて は食用 色素 の有 害性 を考 察 する上 で の基礎 的知 見 を確
立 しよ うとす る 目的の もとに 行 われ た もの であ る。
色素 と蛋 白 質 の 結合様 式 は,基 本的 には2つ の力,す なわ ち,ス ル ホ ン基,カ ル ボキ シ ル基 な どに
よる色素 の陰 荷 電 基 と,蛋 白質 のイ ミダ ゾール基,ξ 一 ア ミノ基 な どの陽 荷 電 基 との 間 の塩 結合,お
よび 疎水 結 合 であ る。両 結 合 の寄 与 の割 り合 に よ り,各 色 素の結 合 の 性質 を表 し得 る こ とを示 した 。
色 素 と蛋 白質 の 結 合 の 自由 エ ネル ギ ーと最 大 結 合数 の測定 を 行 い,色 素 の化学 構 造 との関連 性 を 明
らか に した 。 また,結 合 の 自由エ ネル ギー お よび結 合 数の大 きい 色素 は,一 般 に 有害 性 も大 き く使用
禁 止 に な って い る色 素 が多 い こ とを示 した 。
色 素結 合 に よる蛋 白質 の構 造 変化 の 誘導 につ い て,紫 外 部 吸収 スペ ク トル お よび 螢光 分 析 に よ り検
討 し,色 素 の変 性 作用は,塩 結合 と疎 水結 合 の両結 合 力 に依存 性 の高 い 色素 で著 しい ことを 明 らか に
した 。
色 素 一蛋 白質 複 合体 の メ タ ク ロマ ジ ーにつ い て そ の機 構を解 析 し,色 素分 子 が ダ イマ ー とモ ノマ ー
の平 衡状 態 に あ る系 では,色 素 の 結合 は モ ノマ}で 進 行 す るた め ダイ マ ー が減 少 し,メ タ クロマ ジー
の現 象が 起 る とす る新 しい考 え方 を提 出 した。 この ほか,塩 結 合,疎 水結 合,ハ ロゲ ンー疎 水基 間 な
どの結合 に よる メ タ ク ロマ ジ ー の生 成 に つ いて も明 らか に した 。
以 上 の よ う熱.食 用 色 素 と蛋 白質 の結 合 の性質 につ い て組 織的 に 研 究 し,多 くの 新 しい知 見 を得 た
こ とは,農 学 分 野 特に 食 品科 学 の領 域 に お いて寄 与 す ると ころ大 き く,著 者 に農 学 博士 を授 与 す る に
充分 な価 値が あ る もの と判 定す る。
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